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Szakmai zárójelentés „Az elsődleges fájdalomérző neuronok inzulin és IGF-I 




A fájdalomérző rendszer működését alapvetően befolyásolják az elsődleges érző neuronok 
fenotípusát és funkcionális állapotát meghatározó extracelluláris szabályozó molekulák, a 
különböző neurotrofikus faktorok és a gyulladásos mediátorok. Pályázatunk célja annak 
vizsgálata volt, hogy milyen szerepet játszhat a primer nociceptorok inzulin (és IGF-I) 
érzékenysége ezen neuronok működésében, ez mennyire járulhat hozzá gyakori betegségek 
kialakulásához és a fájdalom érző rendszer funkcionális zavaraihoz. A fájdalomérző 
elsődleges érző neuronok jelentős populációját alkotják a vanilloid 1 típusú tranziens receptor 
potenciál receptort (TRPV1) expresszáló capsaicin érzékeny neuronok. Emlősökben ezek a 
sejtek alkotják a polymodális (kémiai- hő- és mechanoszenzitív) nociceptorok túlnyomó 
többségét, szerepük alapvető a szöveteket veszélyeztető kémiai és hő ingerek detektálásában, 
valamint a gyulladásos fájdalom és termális hiperalgézia kialakulásában (Jancsó, 1977, 1980; 
Davis, 2000; Caterina, 2000). A capsaicin szelektív deszenzitizáló és neurotoxikus hatásainak 
felismerése jelentősen hozzájárult a primer nociceptorok morfológiai, neurokémiai, 
funkcionális és farmakológiai jellemzőinek tanulmányozásához, ezáltal a fájdalomérzés 
perifériás mechanizmusainak megértéséhez (Jancsó N., 1968, Jancsó, 1977,1985). Tovább 
mélyítette ismereteinket a capsaicin receptor TRPV1 csatorna identifikálása, ami nem csupán 
a capsaicin hatás molekuláris szintű magyarázatát tette lehetővé, hanem utat nyitott más, nem 
vanilloid típusú kémiai irritánsok és ezek receptorainak, valamint a fájdalmas hőingerekre 
adott nociceptor aktiváció celluláris mechanizmusainak megismeréséhez (Caterina, 1997; 
Tominaga, 1998; Jordt, 2004; Bautista, 2006). Azóta számos mediátor és intracelluláris 
szignalizációs folyamatról igazolódott, hogy közvetlenül szabályozzák a TRPV1 (és más 
nociceptív transzducer receptor) működését, részben a gén-expresszió szintjén, részben poszt-
transzlációs változásokkal (Chuang, 2001; Vellani, 2001; Bonnington és McNaughton, 2003). 
Korábbi vizsgálatainkban in vitro citokémiai és celluláris elektrofiziológiai eszközökkel 
igazoltuk, hogy az inzulin és az IGF-I a tirozin kináz szignalizációs úton potencírozza a 
capsaicinnal kiváltott TRPV1 aktivációt (Sathianathan, 2003; Sántha és Nagy, 2005; Sántha 
és Nagy, 2006). Pályázatunkban felvázolt kísérleteink célja az inzulin receptor (Inz-R) - 
TRPV1 közötti funkcionális kapcsolat további tanulmányozása volt kvantitatív morfometriai, 
in vitro sejtélettani és in vivo funkcionális vizsgálatokkal  
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A pályázat keretében elvégzett kutatómunka főbb eredményei  
 
• Kimutattuk, hogy az inzulin receptort expresszáló elsődleges érző neuronok aránya 
jelentősen magasabb a viszcerális szenzoros neuronokban, mint a bőrt, illetve az 
izomzatot beidegző szomatikus afferensekben. 
• A húgyhólyagot beidegző Inz-R-t expresszáló szenzoros neuronok jelentős része a 
TRPV1 pozitív capsaicin érzékeny neuronpopulációba tartozik 
• Igazoltuk, hogy a húgyhólyag afferensek choleratoxin b-alegység (CTb) kötés (GM1 
gangliozid tartalom) és TRPV1 expresszió szempontjából négy különböző csoportra 
bonthatók. 
• Igazoltuk, hogy a mind a thorakolumbális, mind a vagális pankreasz afferensek 
jelentős populációja expresszál Inz-R-t, nagy arányban ko-lokalizációban a TRPV1 
receptorral. 
• A viszcerális Inz-R pozitív neuronok jelentős populációja peptiderg, sustance P (SP) 
és/vagy kalcitoni gén-rokon peptid (CGRP) tartalmú érző neuron. 
• A krónikus inzulin kezelés fokozza a szenzoros neuronok capsaicin érzékenységét in 
vitro, a kísérletes diabetes mellitus (in vivo inzulin hiány) viszont csökkenti a 
neuronok capsaicin érzékenységét akutan izolált szenzoros neuron kultúrákon. 
• Az inzulinnal és az IGF-fel hasonló celluláris mechanizmussal ható idegi növekedési 
faktor (NGF) krónikus növekedést serkentő, és akut szenzitizáló hatását csökkenti a 
GM1 gangliozid szintézis gátlása. 
 
 
A kutatómunka eredményeinek részletes ismertetése a pályázat célkitűzései alapján 
 
1. Az inzulin (IGF-I) receptorok és a TRPV1/TRPM8 receptorok ko-lokalizációjának 
vizsgálata 
 
Az Inz-R,  az IGF-I receptor és a TRPV1/TRPM8 receptorok között feltételezet funkcionális 
kapcsolat igazolására (Sántha és Nagy, 2006) vizsgáltuk ezen fehérjék jelenlétét a 
húgyhólyagot és más kismedencei szerveket beidegző L6-S1 spinális ganglionokban, 
valamint a pankreaszt beidegző Th10-L2 spinális és a n. vagus érző ganglionjában, a ggl. 
nodosum-ban. Mind a három szenzoros divízióban, az eddig ismert irodalmi adatokhoz 
(amelyek az L4-L5 ganglionokból származnak (Sathianathan, 2003; Baiou, 2007)) hasonlóan, 
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a ganglionsejtek jelentős hányada mutatott Inz-R (24-35%) és TRPV1 (42-54%) 
immunreaktivitást. További vizsgálataink szempontjából különösen fontos, hogy a vizsgált 
területeken jelentős volt az Inz-R/TRPV1 kettősen jelölt neuronok aránya: az L6-S1 
ganglionokban: 23%, a Th10-L2 ganglionokban 12% és ggl. nodosum-ban: 10%. (Sántha, 
2009; Sántha, 2010c) A TRPM8 expressziót elsősorban a húgyhólyagot ellátó L6-S1 
ganglionokban vizsgáltuk, ahol az expresszió aránya igen alacsony, 10% alatti volt. A 
TRPM8 csatorna minimális ko-lokalizációját figyeltük meg a TRPV1 receptorral és az Inz-R-
ral. Az IGF-I receptor vizsgálatára két különböző antitestet is kipróbáltunk, de az Inz-R-ral 
ellentétben nem sikerült egyértelmű lokalizációt, illetve eloszlási mintázatot kimutatni, ami 
feltételezhetően a receptor expressziójának nagyon alacsony szintjével, vagy a receptor 
expressziójának homogén, szenzoros neuron altípusokat nem preferáló megoszlásával 
magyarázható.  
 
2. A különböző perifériás célszerveket beidegző inzulin receptort expresszáló primer 
szenzoros neuronok identifikálása retrográd jelölés technikával 
 
A különböző szöveteket beidegző szenzoros neuronok azonosítására általánosan használt 
módszer a fluoreszcens jelölőmolekulákkal végzett retrográd jelölés. Első kísérleteinkben a 
diamidino-yellow (DY) jelölőanyagot használtunk, amit a perifériás axonok aspecifikusan 
vesznek fel és szállítják a szenzoros neuronok sejttestébe. Az aspecificitás mellet a tracer 
előnye, hogy a sejtmag kromatin állományában dúsul, ez megkönnyíti detektálását és a 
sejtszámolást. Ezzel az eljárással három különböző szenzoros célszervet (bőr, vázizom, 
húgyhólyag) vizsgáltunk a szenzoros beidegzést biztosító szomatikus illetve viszcerális 
afferensek Inz-R expressziójának szempontjából. Eredményeink rámutattak arra, hogy míg a 
szomatikus afferensek esetében az Inz-R immunreaktivitást mutató neuronok aránya alacsony 
volt (16-19%) addig a viszcerális afferensek esetében ez az arány lényegesen magasabbnak, 
47%-nak adódott (Sántha, 2009). A DY használata azonban nem tette lehetővé a többes 
fluoreszcens jelölést igénylő ko-lokalizációs vizsgálatokat (ld. 1. részbeszámoló). Ezért két 
másik, specifikus retrográd jelölő anyagot alkalmaztunk további vizsgálataink során. A 
búzacsíra agglutinin (WGA) egy növényi lektin, ami specifikusan kapcsolódik a 
plazmamembrán N-acetyl-β-D-glucosaminyl kötőhelyeihez. Általánosan használt retrográd 
marker, előnye, hogy a szenzoros neuronok esetében elsősorban a vékony C-típusú rostok 
szállítják (Robertson és Grant, 1985), így különösen alkalmas a capsaicin-érzékeny szenzoros 
neuronok vizsgálatára. A másik retrográd tracer a choleratoxin-b  alegység (CTb), ami nagy 
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affinitással kötődik a plazmamembrán GM1 gangliozid szénhidrát oldalláncaihoz (Robertson 
és Grant, 1989). Bár a CTb-t a perifériás (szomatikus) idegek esetében elsősorban a vastag, 
myelin hüvelyes Aß szenzoros rostok kötik és szállítják, ismert, hogy ez a preferencia a 
vizscerális területen nem érvényesül: a húgyhólyagot innerváló nem myelinizált C-rostok is 
jelentős mértékben szállítják (Wang , 1998). A húgyhólyagot beidegző afferenseket a 
biotinilált WGA illetve FITC-konjugált CTb tracerekkel végzett retrográd jelölés után az L6-
S1 spinális ganglionokban (Jancsó és Maggi, 1987) vizsgáltuk az Inz-R és a TRPV1 
expresszió tekintetében. Eredményeink kimutatták, hogy a WGA kötő hólyag afferensek 
52%-a, a CTb kötő hólyag afferensek 30%-a mutatott Inz-R pozitivitást. Az inzulin receptort 
expresszáló hólyag afferensek jelentős része mutatott TRPV1 pozitivitást: a WGA-val 
visszajelölt populáció 27%-a, míg a CTb-vel visszajelölt neuronok 15%-a volt TRPV1-InzR 
kettősen jelölt, ami arra utal, hogy az Inz-R-t expresszáló hólyag afferensek közel fele a 
capsaicin érzékeny populációba tartozik (Sántha, 2009). Az adatokból látható, hogy a WGA-
nel visszajelölt neuronok között magasabb volt a TRPV1 pozitív neuronok aránya (ahogy ez a 
korábbi irodalmi adatokból és saját megfigyeléseinkből is várható volt), ugyanakkor a CTb 
jelölt neuronok között is jelentős mennyiségben találtunk TRPV1 pozitív sejtet. Korábbi CTb-
HRP konjugátummal végzett kísérleteink (Sántha és Jancsó, 2003) és a később bemutatandó 
újabb vizsgálatainkból ismert, hogy a capsaicin érzékeny primer szenzoros neuronok CTb 
kötő képessége, azaz a neuronok GM1 expressziója, jellegzetes változásokat mutat a 
perifériás idegek sérülését követően, (Sántha és Jancsó, 2003; Jancsó és Sántha, 2004). 
Felmerült továbbá a GM1 gangliozid szerepe a neuronok capsaicin érzékenységének és 
nociceptor működésének szabályozásában (Jancsó, 2008; illetve lásd később). Ezen tények 
ismeretében figyelemre méltó, hogy a húgyhólyag (és feltehetően más viszcerális) affernsek 
között jelentős számban találtunk fiziológiás körülmények között is CTB kötő, magas GM1 
tartalommal rendelkező neuronokat, amelyek egyúttal capsaicin érzékenyek is. Ez egyrészt 
egy olyan új morfológiai tulajdonsága a viszcerális afferenseknek, ami a szomatikus 
afferensekre nem, vagy csak korlátozottan jellemző, másrészt funkcionális 
következményekkel is járhat, tekintettel a GM1 gangliozid és az NGF (valamint más tirozin-
kináz) receptorok közötti kapcsolatra (lásd később, Mutoh , 1998). A továbbiakban tervezzük 
a viszcerális CTB+/- - TRPV1+/- neuron populációk részletesebb vizsgálatát.  
Retrográd jelöléses módszerrel vizsgáltuk a TRPM8 csatornát expresszáló hólyag afferensek 
morfológiai jellegzetességeit is. Megállapítottuk, hogy az irodalmi adatoknak megfelelően a 
vizsgált L6-S1 spinális ganglionokban ezen neuronok aránya jelentősen kisebb, mint a 
TRPV1 pozitív neuronok aránya (Hayashi, 2009). A WGA tracer-rel visszajelölt neuronok 
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kevesebb mint 3%-a mutatott TRPM8 immunreaktivitást, a CTB jelölt populációban nem 
találtunk ilyen neuront. A visszajelölt TRPM8 neuronok elenyésző hányada volt TRPV1 
pozitív, ami szintén megegyezik azokkal a korábbi megfigyelésekkel, miszerint in vivo 
minimális az átfedés a két neuronpopuláció között. A rendelkezésre álló antitestek nem tették 
lehetővé a TRPM8/Inz-R ko-lokalizáció közvetlen vizsgálatát, azonban a rendelkezésünkre 
álló adatok nagyban valószínűsítik, hogy ha egyáltalán létezik Inz-R/TRPV1/TRPM8 neuron 
populáció, ezen sejtek a részaránya elenyésző lehet. Eredményünk arra utal, hogy a 
pályázatban felvetett hipotézis, miszerint a korábban megfigyelt inzulinnal kiváltott szenzoros 
neuron aktivációt a TRPV1/TRPM8 csatorna ko-aktivációja okozta volna, in vivo nem 
valószínű (ld. később). 
 
A pankreaszt beidegző kemoszenzitív idegrostok szerepe az exokrin pancreas gyulladásos 
megbetegedéseiben régóta ismert, kísérletesen többszörösen alátámasztott tény (Nathan, 
2001). Az elmúlt években több publikáció jelent meg arra vonatkozóan, hogy az endokrin 
pankreasz szekréciós zavarainak, autoimmun eredetű megbetegedéseinek és a különböző 
típusú diabetes mellitus kialakulásában a szigetapparátus szenzoros beidegzésének is szerepe 
lehet. Kollaborációban végzett korábbi vizsgálatainkban sikerült kimutatni TRPV1 pozitív 
peptiderg (CGRP) idegrostok jelenlétét patkány szigetapparátusában (Gram, 2007). A Zucker-
Diabetes Fatty (ZDF) állattörzsön végzett funkcionális kísérletek igazolták, hogy a 
kemoszenzitív neuronok szisztémás capsaicin kezeléssel kiváltott eliminációja jelentősen 
javítja az állatok szénhidrát anyagcseréjét és inzulin szekrécióját. A jelenség magyarázatára 
feltételeztük, hogy a csökkent inzulin szekréció az állatok szigetapparátusában kialakuló 
inzulitis, egy alacsony intenzitású („low grade”) gyulladásos folyamat következménye lehet, 
aminek kimenetelét az aktivált idegvégződésekből felszabaduló neuropeptidek 
befolyásolhatják (Gram, 2007). Egy másik független kutatócsoport az I. típusú diabetes 
melllitus modelljének tekintet NOD egértörzsön végzett kísérletei is részben hasonló 
eredményhez vezettek: kimutatták, hogy szigetapparátust beidegző kemoszenzitív TRPV1 
pozitív idegvégződések eliminációja befolyással van a diabeteszes anyagcserezavar 
kialakulására, és igazolták a másik szenzoros neuropeptid, a SP szerepét a betegség 
pathogenezisében (Razavi, 2006). A fenti megfigyelések ismeretében időszerűvé vált a 
pankreaszt beidegző szenzoros neuronok Inz-R expressziójának igazolása, és az Inz-R pozitív 
neuronok kémiai fenotípusának a vizsgálata. A húgyhólyagon végzett kísérleteink 
eredményeire alapozva a retrográd jelöléseket biotinilált WGA intrapankreatikus oltásával 
végeztük. A visszajelölt pankreatikus afferenseket a szervet ellátó két szenzoros divízió eredő 
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ganglionjaiban, a thorakolumbális átmenet (Th10-L2) spinális ganglionjaiban és a n. vagus 
szenzoros ganglionjában (ggl. nodosum) vizsgáltuk. Kvantitatív morfometriai módszerekkel 
meghatároztuk a visszajelölt ganglionsejtek méreteloszlását, többes jelöléses 
immunhisztokémiai módszerrel pedig a neurokémiai jellegzetességeiket. Megállapítottuk, 
hogy mind a thorakolumbális ganglionokban, mind a ggl. nodosum-ban a visszajelölt primer 
szenzoros neuronok jelentős része (46% illetve 49%) volt Inz-R pozitív. Kettős jelöléses 
immunhisztokémiai vizsgálataink jelentős átfedést mutattak az Inz-R és a TRPV1 expresszió 
között: a visszajelölt populációban a neuronok 23% (Th10-L2) illetve 35%-a (ggl. nodosum) 
volt kettősen jelölt. Megállapítható, hogy mind a kettő divízióban jelentős az inzulin receptort 
expresszáló, és a két receptort ko-lokalizáló pankreatikus afferensek aránya (Sántha, 2010c). 
Ez egyrészt ebben a szervben is felveti a nociceptív és helyi regulatórikus funkciók (TRPV1 
aktiváció) inzulin által történő szabályozásának lehetőségét, másrészt arra utal, hogy az Inz-R 
pozitív neuronok nagy aránya nem csupán a hólyag afferensek különlegessége, hanem a 
viszcerális afferensek általános jellegzetessége lehet.  
 
Mint korábban említettük, a kemoszenzitív neuronok által termelt, és aktivációjuk során 
felszabaduló vazoaktív neuropeptidek alapvetők a szenzoros efferens funkciók 
közvetítésében. Mind a húgyhólyagot, mind a pankreaszt érintő a gyulladásos 
kórfolyamatokban feltételezik a pro-inflammatórikus szenzoros neuropeptidek, elsősorban a 
CGRP és a SP közreműködését (Nathan, 2001; Nagy, 2004a). A korábban ismertetett irodalmi 
adatok a két neuropeptid szerepét feltételezik a szigetapparátust érintő gyulladásos 
folyamatokban is (Razavi, 2006; Gram, 2007). Ezért vizsgáltuk, hogy az Inz-R-t expresszáló 
pankreatikus afferenseken belül milyen arányt képviselnek a peptiderg neuronok. Retrográd 
jelöléses vizsgálatainkkal kimutattuk, hogy a thorakolumbális divízióban az azonosított 
pankreasz afferensek több mint fele volt CGRP+ (61%) és ezek több mint negyede (a 
visszajelölt populáció 16%-a) volt Inz-R+. Ezzel szemben a n. vagus szenzoros ganglionjában 
a visszajelölt peptiderg neuronok aránya lényegesen alacsonyabb volt (23%), és csak elvétve 
találtunk CGRP/Inz-R kettős jelölést. A két divízió CGRP tartalma közötti jelentős különbség 
tükrözi a két különböző ganglion típus teljes populációjában megfigyelhető különbséget a 
CGRP+ neuronok tekintetében (43% vs. 23%). A visszajelölt hólyag afferensek 59%-a volt 
CGRP+, és ezek közel harmada (a visszajelölt populáció 20%-a) volt Inz-R+. A SP-vel 
végzett vizsgálatok hasonló tendenciákat mutattak, azzal a különbséggel, hogy ez a 
neuropeptid a vizsgált ganglionokban lényegesen kisebb neuronpopulációban van jelen. 
Eredményeink rámutatnak arra, hogy az inzulin esetleges regulátor hatása befolyásolhatja a 
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peptiderg neuronok érző és szenzoros-efferens funkcióit. Ugyanakkor ez a hatás erősségét 
tekintve regionális különbségeket mutathat, attól függően, hogy az adott szervben (területen) a 
spinális vagy a vagus eredetű szenzoros innerváció dominál.  
 
3. Az inzulin/IGF-I receptor szerepének vizsgálata az inzulin nociceptor szenzitizáló 
hatásának közvetítésében 
 
Primer szenzoros neuron kultúrákon végzett funkcionális vizsgálatainkban elsősorban az 
inzulin és az IGF-I szenzitizáló/aktiváló hatását közvetítő ionális mechanizmusok vizsgálatára 
történtek kísérletek. Korábbi whole-cell voltage clamp vizsgálataink eredményei arra utaltak, 
hogy a primer nociceptorok inzulinnal (és IGF-I-gyel) kiváltott aktivációjában a hideg 
érzékeny TRPM8 ioncsatorna is szerepet játszhat (Sántha és Nagy, 2006). Ezt a 
feltételezésünket azonban el kell vetnünk, mert megfigyeltük, hogy hátsógyöki neuron 
kultúrákon a TRPM8 csatornák menthollal kiváltott szelektív aktivációja nem okoz kobalt 
felvételt, valamint ismert, hogy a menthollal kiváltott ionáram nem gátolható ruténium 
vörössel. Tekintettel arra, hogy egy másik hideg érzékeny csatorna, a TRPA1 receptor 
aktivációja kobalt akkumulációt vált ki, és ez gátolható ruténium vörös kezeléssel (két olyan 
tulajdonság, ami az inzulinnal kiváltott aktivációra is igaz), feltételezzük, hogy a TRPV1 
csatorna mellett az Inz-R más kobalt-permeábilis TRP csatorna, legvalószínűbben a TRPA1 
csatorna aktivációját is befolyásolhatja. Ez azért is érdekes, mert szövettani eredményeink 
alapján a szenzoros ganglionokban a TRPM8/TRPV1/InsR ko-lokalizáció meglehetősen ritka 
(ld. retrográd jelöléses vizsgálatok eredményeit), ugyanakkor a TRPV1/TRPA1/Inz-R ko-
lokalizáció viszont sokkal gyakoribb, tekintettel a TRPV1 és a TRPA1 pozitív 
neuronpopuláció nagyfokú átfedésére (Jordt, 2004). A capsaicinnel kiváltott kobalt felvételes 
vizsgálatainkhoz hasonlóan tenyésztett szenzoros ganglionsejteken végzett kobalt felvétel 
előzetes eredményei igazolni látszanak, hogy az inzulin és az IGF fokozza a mustárolajjal 
kiváltott TRPA1 aktivációt, és kobalt akkumulációt. 
 
4. A krónikus inzulin (IGF) kezelés hatásának vizsgálata a primer szenzoros neuronok 
kémiai- és hőérzékenységére és aktiválhatóságára 
 
A hosszan tartó inzulin adminisztráció capsaicin-érzékeny primer szenzoros neuronokra 
kifejtett trofikus hatásait NGF mentes médiumban tenyésztett izolált szenzoros 
ganglionsejteken vizsgáltuk. Az inzulin hiányában, illetve különböző koncentrációjú 
Zárójelentés – OTKA PD73259 8 
(100nM-10 µM) inzulin jelenlétében tenyésztett (4-6 nap) kultúrákon meghatároztuk az érző 
ganglionsejtek kémiai érzékenységét capsaicinnal kiváltott kobalt felvétel technikával, illetve 
a neuronok TRPV1 expresszióját indirekt floureszcens immuncitokémiával. Eredményeink 
arra utalnak, hogy a tartós inzulin adás részben kivédi a szenzoros neuronok capsaicin 
érzékenységének és TRPV1 expressziójának NGF megvonással kiváltott csökkenését. A 
kemoszenzitív neuronok capsaicin érzékenységére az inzulin által kifejtett (neuro)trofikus 
hatást in vivo állatmodellen is vizsgáltuk. Patkányban szisztémás streptozotocin kezeléssel 
kiváltott diabetes mellitust, tartós inzulin hiányos állapotot idéztünk elő. A diabétesz 
tüneteinek megjelenése (hyperglikémia és glükózúria) után 4-6 héttel a szenzoros neuronok 
capsaicin érzékenységét ex vivo akkutan izolált szenzoros neuron kultúrákon kobalt-felvétel 
módszerével vizsgáltuk. Eredményeink szerint a tartós inzulin hiány a TRPV1 csatorna 
funkciójának szignifikáns, közel 40%-os csökkenésével járt, ami összhangban van az inzulin 
feltételezett trofikus/szupportív hatásával, ami a TRPV1 pozitív neuronok capsaicin 
érzékenységének fenntartásában is megnyilvánul. Eredményeink összhangban vannak 
azokkal a laboratóriumunkban korábban végzett kísérleteinknek az eredményeivel is, 
amelyek kísérletes diabetes mellitus-ban a capsaicinnel kiváltott durális érreakciók és a dura 
mater TRPV1 pozitív beidegzésének szignifikáns csökkenését igazolták (Dux, 2007; Dux, 
2009). 
 
5. Az inzulin (IGF) szabályozó hatásának igazolása a hólyag afferensek érző és szenzoros 
efferens funkcióira kontroll és hiperinzulinémiás patkányokban 
 
Előkísérleteinkben vizsgáltuk, hogyan befolyásolja az epikután mustárolaj, illetve capsaicin 
applikációval kiváltott nerogén plazma fehérje extravazációt a vizsgált bőrterületbe injektált 
inzulin, illetve IGF-I. A plazma fehérje extravazásció kvantitatív Evans-kék kivonás 
módszerével határoztuk meg (Dux, 1996). Eredményeink azonban nem mutattak szignifikáns 
változást az extravazáció mértékében a legmagasabb inzulin koncentrációban (10 µM) sem. 
A potencírozó hatás elmaradását feltételezésünk szerint a kután (kemoszenzitív) afferensek 
korábban kimutatott alacsony szintű Inz-R expressziója is magyarázhatja. Ugyanezzel a 
módszerrel a húgyhólyagon végzett kísérleteinkben a szerozális capsaicin applikációval 
kiváltott neurogén plazmafehérje extrvazációt vizsgáltuk lokális inzulin előkezelést követően. 
Bár eredményeink tendenciájukat tekintve a capsaicin válasz fokozódását mutatták inzulin 
kezelést követően, azonban ez sem bizonyult statisztikailag szignifikánsnak. Jelenleg a 
Sebészeti Műtéttani Intézettel együttműködve a húgyhólyagon végzünk in vivo fluoreszcens 
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mikroszkópos vizsgálatokat a capsaicinnel kiváltott neurogén gyulladásos folyamatok 
mechanizmusára és azok farmakológiai befolyásolására vonatkozóan (Hartmann, 2011).  
 
 
Az eredeti pályázatban nem szereplő, de a pályázat témájához szorosan kapcsolódó és 
részben a pályázati támogatásból finanszírozott kutatómunka eredményei 
 
Az inzulin és az IGF receptorokhoz számos tekintetben hasonló, és szintén receptor tirozin-
kinázt aktiváló NGF alapvető szerepe régóta ismert a kemoszenzitív szenzoros neuronok 
fenotípusának kialakításában és fenntartásában, valamint a nociceptor funkciók 
szabályozásában (Winter, 1988; Bonnington és McNaughton, 2003). A kemoszenzitív 
afferensek capsaicin érzékenységét az NGF mind hosszú távon, a TRPV1 expresszió 
szabályozásával, mind pedig rövid távon, a TRPV1 fehérje poszt-transzlációs 
modifikációjával és transzlokációjával is befolyásolja. A CTb kötéssel végzett korábbi 
funkcionális morfológiai kísérleteink során arra a következtetésre jutottunk, hogy a nociceptív 
neuronok gangliozd szintjének pathológiás körülmények között megfigyelt változásai hatással 
lehetnek ezen neuronok működésére (Sántha és Jancsó, 2003; Jancsó és Sántha, 2004). Mutoh 
és munkatársai PC12 sejtvonalon kimutatták, hogy a GM1 gangliozid depléciója gátolja az 
NGF neurotrofikus hatásait ezekben a sejtekben (Mutoh, 1998). A fenti  meggondolások 
alapján vizsgálatokat végeztünk arra vonatkozóan, hogyan befolyásolja a primer szenzoros 
neuron kultúrákban a sejtmembrán GM1 gangliozid szintjének csökkenése a neuronok 
capsaicin érzékenységét, az NGF trofikus, valamint nociceptor szenzitizáló hatását (Jancsó, 
2008). A gangliozid szintézis kulcsenzimének, a glucosylceramide-szintáz (GCS) enzim 
gátlásával hatékonyan csökkentettük az elsődleges érző neuronokban sejtmembrán gangliozid 
tartalmát. Funkcionális vizsgálatokkal (kobalt felvétel, CGRP felszabadulás) és kvantitatív 
morfometriai eszközökkel kimutattuk, hogy a membrán gangliozidok depléciója jelentősen 
csökkentette a TRPV1 csatorna aktiválását és expresszióját. Igazoltuk, hogy a változások 
hátterében részben az NGF receptor szignalizációjának zavara áll, ugyanis a GCS gátlása 
csökkentette az NGF által kiváltott neurit növekedést ás az NGF akut szenzitizáló hatását a 
capsaicinnal indukált kobalt felvételre (Sántha, 2010b). Nem neuronális sejteken már 
korábban igazolták, hogy az Inz-R a sejtmembrán koleszterinben és gangliozidban gazdag 
detergens rezisztens mikrodomainekben, a. lipid raftok speciális al-típusában, a caveolákban 
helyezkedik el (Gustavsson, 1999; Ikonen és Vainio, 2005), és ezek dezintegrációja 
károsíthatja az inzulin szignalizációt (Gustavsson, 1999). A továbbiakban tervezzük a 
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neuronális Inz-R/IGF-I szignalizáció és a membrán mikrodomének kapcsolatának vizsgálatát 
izolált primer szenzoros neuronokon. 
 
A primer szenzoros neuronokat érő perifériás eredetű trofikus hatások megszűnése 
leggyakrabban a sejtek perifériás axonjának mechanikus sérülése, vagy a retrográd axonális 
transzport gátlása következtében alakul ki. A C típusú, zömében polymodális nociceptív 
afferensek szelektív axonális transzport gátlását, és később ezek degenerációját előidéző 
perineurális capsaicin kezelés szelektív kemodenervációt, és következményes regionális 
kemo- és termális analgéziát idéz elő az érintett ideg által beidegzett felszínes (bőr) és mély 
szöveti innervációs területeken (Jancsó, 1980; Gamse, 1982). A különböző eredetű axonális 
léziók alapvető változásokat okoznak az eredő szenzoros ganglion sejtekben („phenotypic 
switch”), ami számos fehérje expressziójának változásával (csökkenésével vagy 
növekedésével) jár (Hokfelt, 1994). Bár a nociceptorok capsaicin érzékenységének és TRPV1 
expressziójának perifériás idegsérülést követő változásait munkacsoportunk korábbi 
publikációi és irodalmi adatok is többszörösen megerősítették (Jancsó és Lawson, 1990; 
Michael és Priestley, 1999), a TRPV1 gén transzkripció és transzláció hosszabb időtávon 
bekövetkező változásait leíró szisztematikus vizsgálat még nem történt meg. Ezért in situ 
hibridizáció, immunhisztokémia, Western blot és kvantitatív reverz-transzkriptáz PCR 
analízis felhasználásával összehasonlítottuk a TRPV1 expresszió mRNS és fehérje szintű 
változásait idegátmetszés és perineurális capsaicin kezelést követő különböző (3, 14, 30 nap) 
időpontokban. Eredményeink igazolták a TRPV1 expresszió drasztikus csökkenését a léziót 
követő korai időpontokban. Meglepő módon azonban a késői időpontokban a TRPV1 mRNA 
kismértékű, illetve a perineurális capsaicin kezelést követően szignifikáns visszatérését 
tapasztaltuk, amit azonban nem kísért a neuronok TRPV1 fehérje tartalmának növekedése. 
Eredményeink rámutatnak arra, hogy perifériás idegsérülést követően a szenzoros neuronok 
capsaicin érzékenységének drasztikus és irreverzibilis csökkenése nem csupán a TRPV1 gén 
transzkripciójának down-regulációja, hanem a transzláció közelebbről még nem ismert gátlása 
is szerepet játszik (Szigeti, 2011). Ez a megfigyelés különösen érdekes lehet a magas 
koncentrációjú, potenciálisan neurotoxikus/neurodegenaratív hatású capsaicin és más TRPV1 
analógok terápiás felhasználása és hatásmechanizmusa szempontjából (Jancsó és Lynn, 1987; 
Knotkova , 2008; Oszlacs, 2009; Jancsó, 2011). 
 
Dr. Nagy István laboratóriumával (Section of Anaesthetics, Pain Medicine and Intensive 
Care, Department of Surgery and Cancer, Faculty of Medicine, Imperial College London) 
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folyó együttműködés keretében folytattuk a capsaicin érzékeny szenzoros neuronok aktivitás 
szabályozásának területen végzett közös kutatómunkát. Celluláris elektrofiziológiai (whole-
cell voltage clamp) vizsgálatokkal igazoltuk a szenzoros neuronok által expresszált 
cannabinoid (CB1) receptoron ható CB1 agonisták közvetlen gátló hatását a TRPV1 csatorna 
aktivációjára (Sántha, 2010a). A kollaboráció keretében a későbbiekben vizsgálni kívánjuk a 
részben a primer szenzoros neuronok által termelt endogén CB1 agonista anandamid szintézis 
fő enzimének tekintett NAPE-PLD szerepét a nociceptív funkciók szabályozásában. Ebből a 
célból intézetünkben NAPE-PLD knock out egér tenyészállományt alapítottunk, amelynek 
genotípizálása céljából egy újszerű gyors PCR eljárást dolgoztunk ki az egyetem 
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